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2. Sumário 
 
A Diabetes Mellitus (DM) é uma doença com grande incidência nas sociedades modernas 
constituindo um importante problema de saúde pública, ao afectar a qualidade de vida e a 
sobrevivência, e também ao acarretar gastos elevados. Só em Portugal estima-se que existam 
cerca de 1 milhão de diabéticos. Actualmente muitos estudos evidenciam de que alterações no 
ciclo do folato/homocisteína (HCys) poderão ser consideradas como um marcador inflamatório 
e um factor de risco para as doenças cardiovasculares e diabetes do tipo II, havendo também 
evidência considerável de que existe uma relação etiológica entre ambas. As alterações no 
ciclo do folato/HCys poderão ser influenciadas por factores não genéticos e por factores 
genéticos individuais ou por ambos. Os factores não genéticos incluem idade, género, factores 
ambientais, estado nutricional, consumo de tabaco e café, actividade física e uso de fármacos 
habituais. As alterações do ciclo folato/HCys associadas a deficiências congénitas estão 
relacionada com modificações enzimáticas dos principais enzimas envolvidos na metabolização 
do folato/HCys, nomeadamente o β-sintetase da cistationina (CβS) o reductase do 
metilenotetrahidrofolato (MTHFR), e o reductase do dihidrofolato (DHFR). O objectivo deste 
trabalho foi determinar numa população de 138 indivíduos com DM do tipo II quais as 
frequências genotípicas dos polimorfismos dos enzimas MTHFR (C677T), CβS (844ins68pb), 
DHFR (del19pb) e prever uma possível relação causa (genótipo) - efeito (fenótipo) entre 
presença das mutações e desenvolvimento de DM do tipo II e outras patologias vasculares. As 
frequências dos genótipos entre diabéticos e controlos quando analisadas em separado não 
revelaram diferenças estatísticas, o que leva a concluir que a presença dos polimorfismos por 
si só não constituem factores de susceptibilidade para o desenvolvimento da DM do tipo II. A 
combinação del/del no CβS com pelo um alelo T no gene MTHFR mostrou conferir protecção 
para o desenvolvimento da DM do tipo II. A combinação do genótipo del/del do DHFR com 
pelo menos um alelo C do MTHFR mostrou ser significativamente superior nos diabéticos o 
que poderá sugerir a existência de um fenómeno de hipermetilação, com consequente 
inibição, no promotor do gene Pdx1, que é responsável pela produção de insulina. Concluindo, 
as alterações no metabolismo do folato/HCys tem relevância na patogénese da DM do tipo II 
em fenómenos como hipermetilação de DNA e não em situações de aumento do nível 
plasmático de HCys como marcador inflamatório. 
Palavras-chave: Diabetes, homocisteína, metilação, MTHFR, DHFR e CβS 
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3. Abstract 
 
Diabetes Mellitus (DM) is a disease with great incidence in modern society mailing it an 
important public health problem as it affects quality of life and survival, and also brings along 
high health care costs. Merely in Portugal it is assessed that there are around one million 
diabetics. Nowadays, many studies show that changes in the folate/HCys cycle may be 
considered as an inflammatory marker and a risk factor for heart diseases and type II diabetes, 
also there is considerable evidence that there is an etiological relationship between the two 
conditions. The changes in folate/HCys cycle may be influence by non-genetic and by individual 
genetic factors or by both. Non-genetic factors include age, sex, environmental conditions, 
diet, smoking, physical exercise, caffeine and common pharmacological drugs intake. The 
modifications in folate/HCys cycle together with congenital deficiencies are related to the 
enzymatic changes of the main enzymes that participate on the metabolism of folate/HCys, 
such as cystathionine-β-synthase (CβS), methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) and 
dihydrofolate reductase (DHFR). The aim of this study was to determine the genotypic 
frequency of the enzymes polymorphisms in a group of 138 patients with type II DM and to 
predict a possible relationship cause (genotype) – effect (phenotype) between presence of 
mutations and development of type II DM and other vascular diseases. The frequencies of 
genotypes between diabetics and controls when analyzed separately revealed no statistical 
differences, which leads to the conclusion that the presence of polymorphisms alone does not 
constitute susceptibility factors for the development of DM type II. The combination of 
genotype del / del of CβS with at least one T allele in the MTHFR gene has shown to provide 
protection for the development of type II DM. The combination of genotype del / del of DHFR 
with at least one C allele of MTHFR was found to be significantly higher in diabetic patients 
which may suggest the existence of a phenomenon of hypermethylation with subsequent 
inhibition in the Pdx1 gene promoter, which is responsible for producing insulin. In conclusion, 
changes in the metabolism of folate/HCys have relevance in the pathogenesis of type II DM in 
phenomena such as DNA hypermethylation and not in the increase in plasma levels of the 
inflammatory marker HCys. 
Key-words: Diabetes, homocysteine, methylation, MTHFR, DHFR and CβS 
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8. Introdução 
 
 
A Diabetes Mellitus (DM) é uma doença com grande incidência nas sociedades 
modernas constituindo um importante problema de saúde pública, ao afectar a 
qualidade de vida e a sobrevivência, e também ao acarretar gastos elevados[1]. Só em 
Portugal estima-se que existam cerca de 1 milhão de diabéticos[2]. 
A DM consiste numa doença que afecta vários sistemas orgânicos, com consequências 
tanto a nível estrutural como bioquímico. É uma doença crónica que influencia o 
metabolismo dos glícidos, dos lípidos e das proteínas como resultado de uma acção 
inadequada da insulina[3]. 
A DM refere-se a um grupo de distúrbios metabólicos comuns que partilham entre si o 
fenótipo da hiperglicémia. Existem vários tipos distintos de DM que são causados por 
uma interacção complexa de factores genéticos e fisiológicos. Dependendo da 
etiologia da DM, os factores que contribuem para a hiperglicémia incluem a 
insuficiente produção de insulina pelo pâncreas (diabetes do tipo I), a resistência das 
células do organismo à acção desta hormona (diabetes do tipo II), ou por uma 
combinação de ambas[4]. 
Vários factores, incluindo o crescimento populacional, a urbanização progressiva, o 
envelhecimento e as modificações de estilo de vida contribuíram para o sedentarismo 
e obesidade com o consequente aumento da prevalência da DM do tipo II[5]. 
O principal factor de risco para desenvolver DM do tipo II é o excesso de peso; alcançar 
um peso saudável poderá ser o único tratamento necessário para muitos indivíduos 
que estão em risco de desenvolver a doença. Num estudo realizado em 152 indivíduos 
com DM do tipo II da Associação Protectora dos Diabéticos de Portugal (APDP) 
verificou-se que 85% tinha excesso de peso. Outros factores de risco a considerar são a 
história familiar com DM do tipo II, pouco exercício físico e o consumo de alimentos já 
8.1. Diabetes 
14 
 
confeccionados. A melhor prevenção consiste numa dieta com baixo em teor de 
gordura, rica em fibras[2, 6].  
As mutações nos genes que afectam a capacidade das células β de segregarem insulina 
têm um papel central entre os vários eventos que estão implicados na manifestação da 
DM do tipo II[7]. 
O factor de transcrição pancreático-duodenal homeobox 1 (Pdx1) regula o 
desenvolvimento e a diferenciação das células β do pâncreas (produtoras de insulina). 
A redução da expressão do Pdx1 em humanos leva ao desenvolvimento de DM do tipo 
II, à disfunção das células β pancreáticas e à diminuição da compensação das células β 
como resposta à resistência à insulina. A expressão do Pdx1 é inibida por um 
mecanismo epigenético através de alterações na metilação do DNA e modificações nas 
histonas[8]. 
A DM do tipo II é a forma mais comum, representando 90% dos casos de diabetes no 
mundo. A sua etiologia é multifactorial, estando associada a várias complicações nas 
quais se incluem a retinopatia, a nefropatia, a neuropatia, o enfarte agudo do 
miocárdio, tromboses e doenças vasculares periféricas. As ocorrências 
macrovasculares são mais comuns enquanto as microangiopatias parecem resultar da 
disfunção metabólica e funcional dos pequenos vasos[1]. 
A Síndrome da Resistência à Insulina (SRI) é caracterizada por um grupo de disfunções 
metabólicas e hemostáticas, as quais são factores de risco para o desenvolvimento da 
DM II. Essas disfunções incluem a intolerância à glicose, a hiperinsulinémia, a 
hipertensão, a dislipidémia, o estado pró-trombótico/hipofibrinolítico, o stress 
oxidativo e a disfunção endotelial[9, 10]. Pensa-se que a SRI ocorre devido à 
diminuição da função dos receptores de insulina na superfície nas células-alvo, não 
permitindo assim o transporte da glicose para o interior destas[3]. 
Cerca de 80% dos pacientes com DM morrem de trombose e 75% de problemas 
cardiovasculares. Disfunções a nível endotelial têm um papel importante na activação 
de plaquetas e na iniciação da coagulação nos doentes diabéticos[11]. 
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A DM é uma causa comum de doença cardiovascular e é importante identificar novos 
factores de susceptibilidade que possam aumentar o risco associado à diabetes. 
Actualmente, muitos estudos evidenciam que a concentração plasmática de 
homocisteína (HCys) poderá ser utilizada como um marcador inflamatório e um factor 
de risco para as doenças cardiovasculares, havendo também evidência considerável de 
que existe uma relação etiológica entre ambos[11]. 
 
A HCys é um aminoácido formado por desmetilação da metionina (Me) proveniente da 
dieta ou do catabolismo hepático. A HCys plasmática encontra-se maioritariamente 
(80% a 90%) ligada a proteínas plasmáticas, nomeadamente à albumina. Cerca 10 a 
20% da HCys existe na sua forma oxidada e forma persulfuretos, nos quais se incluem a 
homocisteína-cisteína persulfureto e a homocistina (dímero de HCys), e 1% na sua 
forma livre reduzida. Existe uma pequena fracção (0,4%) de HCys oxidada, designada 
HCys tiolactona, que é bastante activa relativamente às acções prejudiciais da HCys. A 
migração da HCys para o meio extracelular é necessária para manter o equilíbrio 
intracelular. Os valores plasmáticos e urinários da HCys são indicativos da 
regulação/disfunção da sua síntese celular, utilização e integridade das suas vias 
metabólicas. A HCys, após conversão em S-adenosilmetionina (SAM), constitui o dador 
de grupos metilo mais importante do organismo humano[12, 13]. 
A HCys é metabolizada por duas vias metabólicas distintas (figura 1): 
-Via da remetilação – em que a HCys é remetilada adquirindo um grupo metil do 5-
metil-tetrahidrofolato (5-metil-THF) e convertida em Me, por a acção do sintetase da 
metionina (MS), enzima dependente da vitamina B12[12]. A reacção com o 5-metil-THF 
ocorre em todos os tecidos e é dependente de vitamina B12 (cobalamina), enquanto 
que com a betaína (enzima betaína-homocisteína metiltransferase) ocorre 
principalmente no fígado (e rins, nos humanos) e é independente da vitamina B12. Por 
auxiliar na conversão de HCys em Me, a betaína é considerada um composto de 
incremento à metilação[9]. 
8.2. Homocisteína 
16 
 
- Via da transulfuração – em que a HCys é convertida em cisteína (reacção 
irreversível), por acção do enzima β-sintetase da cistationina (CβS), que usa como 
cofactor a vitamina B6 (piridoxal 5 fosfato)[12]. 
 
 
Figura 1 - Representação esquemática do metabolismo do folato/HCys (retirado de 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=insertion%5BTitle%5D%20AND%20deletion%5BTitle%5D%20
AND%20polymorphism%5BTitle%5D%20AND%20dihydrofolate%5BTitle%5D a 9/10/2011.) 
 
As alterações na metilação do DNA, como mecanismo epigenético, estão implicadas 
em várias doenças desde tumores a doenças cardiovasculares. Existem dois tipos de 
padrão de metilação de DNA, uma hipometilação global e uma hipermetilação 
regional, particularmente em promotores de certos genes, como genes supressores de 
crescimento tumoral. A metilação global do DNA fornece a estrutura e estabilidade 
genómica, enquanto que a hipermetilação inibe a transcrição de vários genes. O 
metabolismo do folato/HCys é crucial na metilação de DNA, bem como para a síntese 
de nucleótidos e para a reparação e estabilidade do DNA[14]. 
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O valor de referência para HCys plasmática é até 16 milimoles por litro (mmol/l) (6-
12mmol/l para mulheres e 8-14mmol/l para homens). A hiperhomocisteinémia 
(HHCys) é considerada moderada para valores entre 16-30mmol/l, intermédia para 
valores entre 30-100mmol/l e severa para valores maiores que 100mmol/l[12, 15]. 
A HHCys está associada com o aumento da idade e com o género masculino. As 
mulheres têm, normalmente, valores 20% inferiores aos homens até à menopausa. 
Após a menopausa, os valores de HCys em jejum nas mulheres aumentam para níveis 
semelhantes aos dos homens da mesma idade[16]. No caso de mulheres pós-
menopáusicas que estejam sob a terapia de substituição de estrogénios, as 
concentrações de HCys baixam[17]. 
A concentração plasmática de HCys é influenciada tanto por factores genéticos como 
fisiológicos. Nos factores fisiológicos incluem-se: idade, género, factores ambientais, 
estado nutricional, consumo de tabaco e café, actividade física e uso de fármacos 
habituais[15, 18]. 
A HHCys constitui um factor de risco independente importante na arteriosclerose em 
indivíduos diabéticos e não diabéticos[1]. Um aumento da HCys provoca lesões a nível 
do endotélio, promove a trombose, activa a proliferação das células do músculo liso e 
promove o stress oxidativo, aumentando o risco de trombose[19]. 
Inúmeros estudos têm demonstrado que a HCys está associada ao aumento de risco de 
trombose, arteriosclerose da carótida e doença coronária[1, 20]. 
Os níveis de HCys plasmática estão inversamente correlacionados com os níveis de 
vitamina B12, B6 e ácido fólico (cofactores envolvidos no metabolismo da Me)[21]. 
A HHCys associada a deficiências congénitas está relacionada com alterações nas 
actividades enzimáticas dos principais enzimas envolvidos na metabolização da HCys, 
nomeadamente a CβS, MS e a reductase do metilenotetrahidrofolato (MTHFR). Estes 
enzimas apresentam polimorfismos genéticos condicionantes das duas vias de 
metabolização da HCys, a remetilação e a transulfuração. O polimorfismo que substitui 
uma citosina (C) por uma timina (T) no nucleótido 677 (C677T) do gene MTHFR, 
18 
 
codifica um enzima termolábil com menor actividade constituindo o defeito genético 
mais comum associado a uma HHCys moderada[1]. 
Outro enzima importante no metabolismo do folato/HCys é o reductase do 
dihidrofolato (DHFR), responsável por reduzir o ácido fólico exógeno a dihidrofolato 
(DHF), e posteriormente a tetrahidrofolato (THF), que é a forma metabolicamente 
activa participante no metabolismo do folato/HCys[22]. 
A relação entre os polimorfismos do metabolismo da HCys e doença envolve dois 
aspectos muito importantes: primeiro, a doença pode influenciar as concentrações de 
HCys, e estas concentrações podem ser alteradas pelas diferentes variações 
genotípicas; segundo, os diferentes genótipos podem estar associados ao risco de 
doença, possivelmente mediada por alterações do metabolismo folato/HCys[23]. 
 
A concentração de HCys plasmática como factor de risco independente vascular 
associada ao SRI é comum em diabéticos tipo II com proteinúria e/ou insuficiência 
renal, hipertensão e obesidade. Os mecanismos responsáveis pela acção da HCys na 
patogénese dos vasos são vários e estão provavelmente ligados a alterações pós-
tradução das proteínas[24]. 
Estudos assumem que o aumento de HCys poderá actuar directamente nas células 
glomerulares, pois há uma grande semelhança nos processos patológicos que ocorrem 
entre a lesão glomerular e as alterações vasculares induzidas pela HCys, como 
alterações endoteliais, proliferação e crescimento celular, aumento da formação de 
matriz extracelular e agregação de proteoglicanos. A diminuição da função renal irá 
contribuir para que os níveis de HCys aumentem de novo e, consequentemente, numa 
progressão da lesão glomerular, estabelecendo-se um ciclo vicioso com consequente 
esclerose renal. Além disso, uma HHCys poderá aumentar o risco de doença 
cardiovascular através da diminuição plasmática e tecidual dos níveis de adenosina 
(responsável por activação de enzimas, alterações da permeabilidade celular, 
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modificações do grau de contracção do músculo liso e regulação da função renal)[15, 
25]. 
Nos diabéticos, como nos não diabéticos, a HCys plasmática em jejum está 
directamente relacionada com os níveis de folato e vitamina B12, e com a função 
renal[11]. 
Em pacientes diabéticos do tipo II, os níveis plasmáticos de HCys podem estar 
aumentados, inalterados ou diminuídos. Estes resultados contraditórios podem estar 
relacionados com a heterogeneidade dos pacientes incluídos nos estudos, 
particularmente em relação à função renal e à presença de doença vascular[26]. 
Em doentes diabéticos com a função renal preservada, a diabetes não está associada a 
uma HHCys[24, 26]. 
Em doentes renais, a concentração de HCys prevê o risco de mortalidade e morbidade 
vascular[23]. 
O aumento dos níveis de HCys circulante em doentes DM II quando comparados com 
indivíduos saudáveis é determinado mais por riscos adversos relacionados com o perfil 
diabético do que com a doença em si[26]. 
A concentração plasmática da HCys constitui um factor que estabelece a ligação entre 
hiperglicémia e risco cardiovascular em doentes diabéticos[27]. 
A HHCys geralmente ocorre em doentes com insuficiência renal, pois o metabolismo 
da HCys está dependente de um bom funcionamento do rim. No entanto, estudos 
recentes demonstraram que uma HHCys induz esclerose nos glomérulos e lesões nos 
podócitos. Demonstraram também que uma HHCys plasmática normalmente procede 
o desenvolvimento de proteinúria em doentes com DM II. Estes achados mostram que 
a HCys poderá ter um papel crucial na patogénese da nefropatia diabética[28]. 
O metabolismo da HCys fica comprometido nos doentes diabéticos. Os que 
apresentam nefropatia apresentam um aumento da HCys plasmática, pois o rim é um 
órgão importante na eliminação da HCys do organismo. No entanto, doentes 
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diabéticos com níveis de creatinina normais (indicador da função renal) apresentam 
níveis de HCys mais baixos[29]. 
 
É já estabelecido que o processo inflamatório desempenha um papel importante na 
patogénese da aterosclerose, diabetes e resistência à insulina[30].  
Uma HHCys é responsável por aumentar o stress oxidativo através da formação de 
HCys tiolactona que leva à diminuição da sinalização da insulina, e, consequentemente 
a uma SRI. Estudos caso-controlo demonstraram uma associação significativa entre 
HCys plasmática e níveis de insulina em humanos e animais. No entanto, ainda não é 
claro se é uma HHCys que induz um SRI ou se é uma hiperinsulinémia que aumenta os 
níveis de HCys plasmática[31, 32]. 
Quando existe HHCys, a conversão da HCys em HCys tiolactona aumenta e está 
envolvida em processos aterotrombóticos em humanos. A HCys tiolactona altera a 
conformação de proteínas alterando a sua função fisiológica e é directamente 
citotóxica. A HCys tiolactona apresenta-se elevada em doentes que têm os enzimas 
CβS e MTHFR com actividade diminuída[32, 33]. 
Quando adicionada ao plasma, a HCys é rapidamente auto-oxidada, originando a 
homocistina e HCys tiolactona, bem como outras formas activas de oxigénio 
consideradas citotóxicas, tais como o anião superóxido, peróxido de hidrogénio e 
radical hidroxilo. Observou-se que o radical hidroxilo e o anião superóxido estão 
envolvidos no início da peroxidação lipídica e da oxidação das lipoproteínas de baixa 
densidade (LDL), respectivamente. Foi demonstrado que a HCys prejudica a expressão 
do peroxidase do glutationo pelas células endoteliais, favorecendo a peroxidação 
lipídica[34]. 
O óxido nítrico (NO), produzido pelo enzima sintetase do óxido nítrico (NOS), 
desempenha um papel fundamental na manutenção da hemóstase cardiovascular e na 
patogénese de doenças cardiovasculares. O enzima NOS tem como cofactor a 
tetrahidropterina-4 (BH4), que regula a sua função ao manter o acoplamento 
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enzimático da oxidação da L-arginina na produção de NO. A perda ou redução da BH4 
está associada ao desacoplamento do NOS, resultando na produção de superóxido em 
vez de NO. Estudos recentes sugerem que a BH4 desempenha um papel importante 
em doenças como a diabetes, aterosclerose e hipertensão pulmonar. Estes estudos 
também demostraram que existe outra espécie de pterina, a dihidropterina-2 (BH2) 
que tinha igual afinidade de ligação à NOS, competindo directamente com a BH4 e 
levando ao desacoplamento do NO. O enzima DHFR, para além de ter um papel 
fundamental no ciclo do folato/HCys, também reduz a BH2, restaurando assim a 
ligação da BH4 ao NOS e tendo uma acção relevante na importância do NOS na doença 
cardiovascular.[35]. 
Um dos mecanismos pelos quais a HHCys favorece a proliferação de células musculares 
lisas é pela inactivação do NO a partir dos peróxidos de lípidos produzidos pela 
oxidação da HCys. A inibição da proliferação e migração de células musculares lisas é 
mediada pelo NO. A inactivação do NO deixa o endotélio mais vulnerável aos danos 
promovidos pela HCys.[34] 
O aumento dos marcadores inflamatórios altamente sensíveis, como a proteína C 
reactiva (CRP) e interleucina 6 (IL-6), pode prever o aumento do risco de desenvolver 
doença cardiovascular. A IL-6 é um indicador do desenvolvimento da DM tipo II e está 
envolvida na patogénese da resistência à insulina. A citocinas pró-inflamatórias (IL-6 e 
factor de necrose tumoral α, TNF-α) libertadas pela activação pelo sistema imune inato 
também favorecem a progressão da aterosclerose na DM II[30]. 
Em estudos in vitro verificou-se que a HCys actua directamente nos monócitos e nas 
células endoteliais para estimular a produção de IL-6 e poderá haver uma relação entre 
HCys plasmática e IL-6 em DM do tipo II. É possível que a relação entre concentrações 
elevadas de HCys e de IL-6 origine um mecanismo comum como a resistência à 
insulina. Vários estudos demonstraram uma relação clara entre HCys e citocinas 
inflamatórias[30]. 
Estudos demonstraram uma relação independente entre níveis elevados de HCys e IL-
6, mas não com a CRP, em pacientes com DM2[30]. 
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É já estabelecido que a IL-6 está envolvida no desenvolvimento da resistência à 
insulina. Por isso, a ligação entre a HCys e a IL-6 poderá reflectir o estado de resistência 
à insulina que ocorre na diabetes Mellitus[30]. 
 
Em pacientes diabéticos, a concentração de HCys está inversamente relacionada com 
os níveis de glicose sanguíneos, enquanto que nos não diabéticos não parece haver 
qualquer relação[10]. 
Os níveis de HCys plasmática em jejum não são elevados em diabéticos sem 
complicações, no entanto, e após sobrecarga de metionina, podem ser elevados em 
alguns. Vários estudos sugerem o papel da função renal na eliminação da HCys[10, 24]. 
Mazza et al. descobriram menores concentrações de HCys e cisteína em 50 diabéticos 
do tipo I e 30 do tipo II comparando com indivíduos não diabéticos, isto, inversamente 
relacionado com a taxa de filtração glomerular[10].  
HCys é transportada ligada covalentemente à albumina. Se há uma falha renal a 
concentração de HCys aumenta significativamente. Estudos demonstraram que 
pacientes diabéticos com níveis de albumina normais e sem sinais de nefropatia 
apresentavam baixas concentrações de HCys quando comparados com indivíduos 
saudáveis da mesma idade e género. Outros autores descobriram que os níveis de 
HCys eram significativamente maiores em diabéticos com macroangiopatia em 
comparação com indivíduos controlo, e estas concentrações elevadas coexistiam com 
nefropatia e níveis de creatinina elevados[10]. 
A relação inversa entre hiperglicémia e HCys indica um efeito agudo da hiperglicémia 
nos níveis de HCys. Investigadores observaram uma redução de 30% na concentração 
de HCys em ratos diabéticos sem terapêutica. Observaram também um aumento da 
actividade dos enzimas envolvidos na transulfuração hepática (aumento da expressão 
do gene CβS). A concentração da HCys foi normalizada quando os ratos receberam 
insulina. Este facto confirma que a insulina regula a concentração de HCys plasmática 
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ao afectar a via da transulfuração hepática, que, por sua vez, está envolvida no 
catabolismo da HCys[10]. 
Oishi et al. descreveu níveis de HCys inferiores em diabéticos quando comparados com 
indivíduos saudáveis, ambos os grupos em hemodiálise. No grupo de diabéticos os 
níveis de HCys estão directamente correlacionados com os níveis de creatinina, 
albumina e produção de creatinina. Isto não se observou no grupo não diabético, 
sugerindo que a via de desmetilação hepática da Me, que está directamente ligada à 
produção de creatinina, poderá ser a razão pela qual as concentrações de HCys e de 
creatinina serem mais baixas em indivíduos diabéticos em hemodiálise que em 
indivíduos saudáveis em hemodiálise[10]. 
Indivíduos diabéticos sem complicações apresentam concentrações de HCys mais 
baixas, isto poderá ser devido a dois efeitos possíveis: hiperglicémia na excreção renal 
de HCys, o que também limita o efeito do genótipo TT do MTHFR (que diminui a 
função do enzima) nos níveis de HCys; ou alteração nos níveis de insulina em doenças 
como a diabetes, o que poderá influenciar o metabolismo da HCys ao regular as vias da 
transulfuração ou desmetilação hepáticas[10]. 
Há uma redução dos níveis de HCys em doentes diabéticos tipo II com 
normoalbuminúria e sem nefropatias quando comparados com indivíduos 
saudáveis[1]. 
Em doentes diabéticos com a função renal preservada, a diabetes não está associada a 
uma HHCys[26]. 
 
O estado nutricional de folato, cobalamina (B12), e piridoxina (B6) parece ser o mais 
importante na redução dos níveis de HCys plasmática[36]. Segundo Robinson et al. os 
níveis de HCys plasmática aumentam à medida que os níveis plasmáticos de folato, 
cobalamina e piridoxina diminuem. O aumento dos níveis de HCys plasmática é comum 
em indivíduos que apresentam deficiência do estado nutricional dessas vitaminas. 
Segundo Ward, a deficiência de folato, piridoxina e cobalamina é a responsável por 
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aproximadamente dois terços de todos os casos de HHCys, sendo que dessas três 
vitaminas, o folato parece ser o mais importante[34, 37]. 
Uma dieta com suplementação em folato é extremamente importante para uma boa 
função e manutenção das células endoteliais, pois: é um dador de grupos metilo, 
importante para diminuir a toxicidade associada a HHCys; é um dador de hidrogénio, 
importante na manutenção e estabilização da BH4 e é um dador de electrões, 
essencial como antioxidante na redução do stress oxidativo e modulador da reacção 
com o NOS[16]. 
Vários estudos mostraram que a suplementação com folato pode melhorar a função 
endotelial em indivíduos com HHCys, hipercolesterolinémia, diabetes, doença 
coronária e em fumadores. Alguns dos efeitos da suplementação com o folato em 
doentes com arteriosclerose revelam-se na prevenção da oxidação do BH4 e, 
consequentemente no aumento do acoplamento do NOS[35]. 
O tratamento com ácido fólico na HHCys inibe a libertação de LDL oxidadas, citocinas e 
proteína 1 nas células mononucleadas periféricas. Estas descobertas, em conjunto com 
a observação da relação entre a IL-6 e a HCys, sustentam a hipótese que a HCys 
estimula inflamação de alto grau na parede vascular[30]. 
A suplementação de folato, piridoxina e cobalamina é, em geral, eficiente na redução 
dos níveis de HCys plasmática, independente da causa da HHCys. Sugere-se que o 
folato, isoladamente ou em combinação com a piridoxina e a cobalamina, possa 
reduzir os níveis de HCys plasmática, mesmo em pessoas que não apresentam 
deficiência dessas vitaminas[34, 36]. 
A manipulação da quantidade de folato ingerida ou outros factores envolvidos no 
metabolismo do folato/HCys influenciam em grande parte a metilação do DNA tanto 
em animais como em humanos. O polimorfismo mais estudado que afecta a 
disponibilidade de grupos metilo no ciclo do folato/HCys é o C677T do gene 
MTHFR[14, 38]. 
Nos casos em que a HHCys é decorrente da deficiência de cobalamina, a mesma não 
responde com a terapia de folato[34]. 
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Segundo Malinow et al. a dieta da maioria da população não atinge as recomendações 
nutricionais de folato. Desse modo, é importante o aumento da ingestão de alimentos 
fontes de folato bem como de piridoxina e cobalamina[36].  
No geral, a suplementação combinada de folato, piridoxina e cobalamina promove a 
redução dos níveis de HCys plasmática. No entanto, isoladamente, a suplementação 
com folato é a mais eficiente[20, 32, 34]. 
Estudos indicam que a ingestão de ácido fólico de 200 ou 400 μg/d é associada com 
aproximadamente 60% ou 90%, respectivamente, da redução máxima da concentração 
de HCys[33, 39]. 
Num estudo realizado em 1993, Selhub e colaboradores advertem que 40 a 50% da 
população idosa dos Estados Unidos não ingere uma quantidade suficiente de folatos e 
vitaminas B6 e B12. Consequentemente, essa ingestão vitamínica diminuída vai implicar 
a carência de alguns cofactores vitamínicos importantes no metabolismo da HCys, 
sendo responsável por cerca de 2/3 do total de casos de HHCys. Como conclusão deste 
estudo os autores afirmam que as vitaminas B6 e B12 e ácido fólico são os 
determinantes mais importantes da HCys da população em geral[40]. 
O estado nutricional deficiente em folato, piridoxina e cobalamina é a causa mais 
comum da HHCys moderada. Deste modo, estimular o consumo de alimentos fontes 
dessas vitaminas do grupo B constitui um método simples, eficaz e económico na 
prevenção da HHCys e, consequentemente, na redução dos riscos de doenças que daí 
possam advir[34]. 
 
O gene MTHFR localiza-se no cromossoma 1 (figura 2), no braço pequeno na posição 
36.3 (1p36.3) e codifica um enzima, o MTHFR, que por sua vez, catalisa a reacção de 
conversão da 5,10-metileno-THF em 5-metil-THF, que funciona como um co-substrato 
na remetilação da HCys em Me (figura 3) [41, 42].  
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Cromossoma 1 
 
Figura 2 - – Localização génica do MTHFR (retirado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4524 a 30/09/2011). 
 
Figura 3 - Representação esquemática do metabolismo do folato/HCys, acção do enzima MTHFR (retirado de 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=insertion%5BTitle%5D%20AND%20deletion%5BTitle%5D%20AND%
20polymorphism%5BTitle%5D%20AND%20dihydrofolate%5BTitle%5D  a 9/10/2011). 
 
A mutação do C677T do MTHFR localiza-se no exão 4, no domínio catalítico do 
enzima[30]. 
O enzima MTHFR contém dois domínios, o domínio catalítico ou N-terminal que se liga 
ao dinucleótido de flavina e adenina (FAD), ao dinucleótido nicotinamida adenina 
fosfato (NADPH) e ao 5, 10 – metileno-THF, e o domínio regulatório ou C-terminal. O 
inibidor alostérico do MTHFR é o SAM[43]. 
Este polimorfismo resulta numa diminuição da actividade da MTHFR. Indivíduos 
heterozigóticos para esta mutação mostram um ligeiro aumento da HCys[1]. 
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A substituição C→T diminui a actividade enzimática em 30% em heterozigotia e em 
60% em homozigotia[44]. 
O 5,10-metileno-THF é responsável pela transferência de unidades de carbono para a 
síntese e reparação do DNA. A carência de 5,10-metileno-THF pode levar à 
incorporação inadequada no DNA de uracilo em vez de timina. O 5-metil-THF pode 
fornecer unidades de carbono para a metilação do DNA via o ciclo HCys, Me e SAM. As 
alterações nas concentrações 5-meti-THF podem alterar o padrão de metilação de 
DNA e aumentar o risco para o desenvolvimento de certas doenças, como é o caso dos 
tumores[45]. 
O polimorfismo C677T no gene MTHFR resulta na alteração do aminoácido alanina por 
uma valina e está associado a uma actividade enzimática termolábil diminuída. Alguns 
estudos indicam que tanto indivíduos diabéticos como não diabéticos homozigóticos 
para esta mutação têm níveis de HCys superiores quando comparados com os outros 
genótipos[10, 20]. Estudos posteriores confirmaram que este polimorfismo é um 
determinante genético da concentração plasmática de HCys, comum na população em 
geral[23]. 
A produção de grupos metilo no ciclo folato/HCys é superior para um genótipo CC do 
MTHFR quando comparado com um genótipo TT. A um nível funcional, os indivíduos 
com genótipo TT tem concentrações de HCys superiores e apresentam níveis de 
metilação de DNA inferiores nos leucócitos periféricos quando comparados com o 
genótipo CC[14]. Uma das razões possíveis para esta diminuição traduz-se no 
decrescimento da biodisponibilidade de 5-metil-THF para a síntese da SAM. A 
metilação de DNA está directamente correlacionada com o status de folato e 
inversamente com os níveis de HCys. Esta relação é mais forte para portadores de 
genótipo TT. Esta observação é particularmente importante pois mostra que 
alterações na distribuição do folato em indivíduos com o genótipo TT levam a efeitos 
metabólicos secundários para além dos da concentração da HCys[23, 46]. 
Em diabéticos tipo II, a sobre-expressão do enzima DNA metiltransferase leva a uma 
hipermetilação do promotor do gene Pdx1, com consequente diminuição da sua 
função[47]. 
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Dados publicados sobre o polimorfismo MTHFR C677T e o risco de cancro indicam que 
o alelo T protege contra o cancro em indivíduos com níveis normais de folato, mas 
aumenta o risco em condições em que o status de folato está diminuído. A protecção 
pode estar relacionada com a abundância de purinas e pirimidinas disponíveis para a 
síntese de DNA, que leva a uma reparação mais eficaz e à não incorporação do uracilo 
no DNA. A combinação de baixos níveis de folato e um genótipo TT diminui a 
remetilação da HCys em Me e leva a uma hipometilação do DNA[23]. 
Estudos demonstraram que a associação entre a HCys e a IL-6 era mais forte para 
diabéticos tipo 2 com genótipo TT no polimorfismo C677T do MTHFR. Este 
polimorfismo poderá estar associado com a regulação da HCys na activação do sistema 
imunitário, levando a aterosclerose e resistência à insulina na DM II. Em oposição, o 
genótipo CC, que não apresentava aumento da HCys, também aumentava os níveis de 
IL-6 e CRP, o que poderá sugerir que este polimorfismo tem uma regulação complexa 
na secreção e/ou sensibilidade à insulina, independentemente dos níveis de HCys[30]. 
Em pacientes com diabetes, as causas não genéticas de HHCys podem agravar os 
efeitos das causas genéticas, como o polimorfismo do MTHFR[26]. 
Estudos demostraram que diabéticos tipo 2 e indivíduos saudáveis com genótipo CT ou 
TT tinham concentrações mais elevadas de HCys quando comparados com os do 
genótipo CC[48]. 
A frequência do genótipo TT está relacionada com o grupo étnico: 10% nos 
caucasianos, 20% em certas populações italianas e poucos e em percentagens mais 
baixas nos afro-americanos[20, 23]. 
Alterações nas concentrações da HCys são mais relevantes em indivíduos 
homozigóticos TT que apresentam baixas concentrações de folato. Desta forma, um 
estilo de vida menos saudável tem efeito mais acentuado em indivíduos com genótipo 
TT, podendo provocar um aumento mais marcado da concentração de HCys. No 
entanto, a HHCys associada à transição C677T do MTHFR responde positivamente a 
um aumento dos níveis de folato, o mesmo não se verificando noutros genótipos. 
29 
 
Assim, doses diárias de ácido fólico resultam numa diminuição marcada na 
concentração de HCys em homozigóticos TT[23, 49].  
A concentração do FAD, cofactor da MTHFR, está inversamente relacionada com a 
concentração de HCys. Esta relação é dependente do genótipo e é essencialmente 
confinada a indivíduos TT. Uma possível regulação da distribuição do folato e da HCys 
pelo status de FAD e pelo polimorfismo C677T pode ser explicado pelo funcionamento 
do FAD como cofactor do MTHFR. A transição C677T poderá afectar a cinética da 
dissociação do FAD, ou seja, diminuir a afinidade de ligação do FAD. A cobalamina 
(vitamina B12) é determinante e está inversamente relacionada com a HCys plasmática. 
Esta relação é mais pronunciada em genótipos TT do que em CT ou CC. Desta forma, o 
genótipo MTHFR TT nem sempre é um factor de risco para doença cardiovascular, 
havendo resultados controversos em estudos nesta área[23]. 
O polimorfismo do MTHFR não é um factor determinante na concentração de HCys em 
pacientes diabéticos[11]. 
HHCys é apenas um epifenómeno relacionado com nefroesclerose subclínica. Há uma 
evidência que o aumento de HCys interage com outros factores de risco, o que poderá 
provocar episódios cardiovasculares. O genótipo TT pode, no entanto, ser um factor de 
risco para a insuficiência renal e para a nefropatia em diabéticos com diminuição dos 
níveis de folato[23].  
A HHCys em DM II agrava-se com uma diminuição no status de vitaminas. Quando os 
níveis de vitamina B (folato, vitamina B6 e B12) são baixos verifica-se um aumento da 
concentração de HCys plasmática e, há um consenso, que o polimorfismo C677T no 
MTHFR por si só não é suficiente para causar aumento da HCys, este está 
normalmente associado a uma deficiência vitamínica[1]. 
Assim, o genótipo MTHFR TT parece proteger contra certas doenças e aumentar o risco 
de outras, o que está de acordo com as observações que mostram não haver 
correlação entre este genótipo e a longevidade[23]. 
Indivíduos diabéticos TT apresentam menores concentrações de HCys quando 
comparados com indivíduos saudáveis TT[10]. 
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Indivíduos diabéticos sem complicações apresentam concentrações de HCys mais 
baixas, isto poderá ser devido a dois efeitos possíveis: hiperglicémia na excreção renal 
de HCys, o que também limita o efeito do genótipo TT nos níveis de HCys; ou alteração 
nos níveis de insulina em doenças como a diabetes, o que poderá influenciar o 
metabolismo da HCys ao regular as vias da transulfuração ou desmetilação 
hepáticas[10]. 
A prevalência dos genótipos TT ou CT do polimorfismo do MTHFR em diabéticos e em 
indivíduos saudáveis é a mesma. No entanto, o genótipo TT é mais frequente em 
diabéticos tipo II com HHCys que em diabéticos com níveis normais de HCys[1]. 
O polimorfismo C677T do MTHFR é um factor de risco para nefropatia diabética em 
doentes diabéticos tipo II do sexo masculino[1]. 
O polimorfismo C677T não deve ser considerado à priori como um factor genético 
causador de doença, mas sim uma variante genética que poderá trazer vantagens ou 
desvantagens ao longo da vida[23]. 
 
O ácido fólico é uma vitamina hidrossolúvel que é pouco armazenada no organismo. É 
essencial para reacções metabólicas específicas no meio celular e vital para o 
funcionamento e crescimento normal do organismo. O folato é um cofactor essencial 
em muitas reacções do metabolismo intermediário, como: transferência de unidades 
de carbono, síntese de nucleótidos, transformação de aminoácidos (HCys→Me), 
requerendo a cobalamina (vitamina B12) para sintetizar a SAM, essencial para a 
metilação do DNA, RNA e proteínas. As necessidades de folato variam em função da 
idade, sexo, estado fisiológico (gravidez e lactação). Gestantes, lactentes e idosos são 
considerados grupo de risco para deficiência de ácido fólico[23]. 
O ácido fólico presente na dieta e em suplementos de vitaminas necessita de ser 
reduzido a DHF e, posteriormente, a THF para se tornar metabolicamente activo 
(figura 4). Estas reacções são catalisadas pelo DHFR, o qual utiliza o NADPH como 
cofactor[50, 51]. O DHF e o THF são as formas que participam no metabolismo 
8.8. Gene DHFR 
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folato/HCys. A importância destas reacções é demonstrada pela eficácia que os 
medicamentos utilizados para o tratamento de cancro têm ao inibir o DHFR, e 
consequentemente, a diminuir a síntese de DNA, a proliferação celular e a aumentar as 
quantidades de HCys. Como o DHFR é imprescindível no metabolismo do folato/HCys, 
as alterações na sua expressão génica podem afectar a susceptibilidade a várias 
doenças dependentes do status de folato, como a espina bífida e o cancro[22, 52]. 
 
Figura 4 - - Representação esquemática do metabolismo do folato/homocisteína, acção do enzima DHFR (retirado 
de 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=insertion%5BTitle%5D%20AND%20deletion%5BTitle%5D%20AND%
20polymorphism%5BTitle%5D%20AND%20dihydrofolate%5BTitle%5D  a 9/10/2011). 
O gene do DHFR localiza-se no cromossoma 5 (figura 5), no braço longo, na região 
11.2-13.2 (5q11.2-q13.2). 
Cromossoma 5 
 
Figura 5 - Localização génica do DHFR (retirado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1719 a 28/09/201). 
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A baixa concentração de folato no sangue em conjunto com concentrações elevadas 
de HCys têm sido associadas à fisiopatologia de várias doenças. Relativamente ao 
genótipo do MTHFR C677T, a associação dos indivíduos TT homozigóticos ao aumento 
das concentrações de HCys, particularmente nos do sexo masculino com baixa 
concentração de folato tem sido descrita. O DHFR é também necessário na conversão 
intracelular de ácido fólico exógeno em DHF e posteriormente em THF, este, por sua 
vez, irá fornecer o 5, 10-metileno-THF necessário para o metabolismo da HCys. Até à 
data foram estudados 4 polimorfismos da DHFR, sendo que o mais estudado consiste 
numa deleção de 19 pb (c.86 + 60_78) dentro do intrão 1[53]. Este polimorfismo 
parece ser funcional, uma vez que afecta os níveis de RNAm[52]. 
O grupo metilo do 5-metil-THF é utilizado pelo MS, um enzima dependente da 
vitamina B12, que metila a HCys em Me. As alterações da via da remetilação da HCys 
traduzem-se no aumento da concentração de HCys. A perturbação deste ciclo de 
metilação resulta na incapacidade da célula em metilar outros compostos importantes 
como proteínas, lípidos e DNA[23]. 
A absorção do folato pelas células ocorre através do transporte bidireccional por 
transportadores aniónicos como o transportador reduzido do folato 1 (RFC 1), e 
unidireccional através de receptores do folato α e β que transportam o folato para 
dentro da célula por endocitose. Estes receptores estão também envolvidos na 
absorção e eliminação do metotrexano (MTX) das células. O efeito inibidor do MTX no 
enzima DHFR leva a uma depleção do 5, 10-metileno-THF e consequentemente a uma 
diminuição da síntese de ácidos nucleicos e da remetilação da HCys em Me via 
MTHFR[54]. A inibição do DHFR pelo MTX leva a um aumento da HCys, sugerindo que a 
disfunção do enzima afecta a concentração de HCys plasmática[55]. 
Um estudo feito em mães de indivíduos com espinha bífida demonstrou que a 
expressão do RNAm do gene DHFR estava aumentada em 50% para um genótipo 
del/del quando comparado com o genótipo ins/ins. Outro estudo realizado em 
mulheres com cancro da mama revelou as concentrações de RNAm eram 2,4 e 4,8 
vezes superiores em genótipos ins/del e del/del, respectivamente, quando 
comparados com mulheres com genótipo ins/ins[22, 56, 57]. 
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Alguns autores verificaram que a concentração de HCys decrescia em 14,4% para o 
genótipo del/del no DHFR quando comparado com o genótipo ins/ins[58]. 
Anna Stanislawska-Sachadyn et al. demonstraram que o genótipo del/del explica 
apenas uma pequena variação da concentração plasmática de HCys nos homens e nas 
mulheres e não constitui um factor independente com significado preditivo nas 
concentrações plasmáticas de HCys. Por isto, o efeito que este genótipo tem nas 
concentrações de HCys poderá ser mediado via a sua associação com o folato 
plasmático e/ou ligado aos eritrócitos. A concentração de folato plasmático e dos 
eritrócitos era superior em mulheres del/del quando comparadas com mulheres 
ins/ins, no entanto, o mesmo não se verificou para mulheres com genótipo MTHFR 
677TT[22]. 
O gene DHFR não possui sequências canónicas de transcrição como a TATA box ou 
CAAT box. No entanto, na região 5´ terminal existe uma região rica em guaninas e 
citosinas (GC) semelhante à do sintetase do timidilato (TYMS), que é outro enzima que 
participa no metabolismo do folato/HCys e que codifica um gene constitutivo 
(housekeeping). O intrão 1 no gene TYMS é responsável pela rápida degradação de 
pré-RNAm e se, no caso do gene DHFR, o intrão 1 tiver uma acção semelhante, é 
possível que o genótipo del/del afecte a expressão génica através da diferente 
modulação dos níveis de enzima e, consequentemente, alterar o fenótipo 
folato/HCys[22]. 
A deleção no gene do DHFR parece poder eliminar um local de ligação de factores de 
transcrição ou afectar um local de splicing. O genótipo del/del resulta num aumento da 
expressão da DHFR e consequentemente, num aumento da remetilação da HCys e da 
quantidade do folato nos eritrócitos. Indivíduos homozigóticos para este polimorfismo 
tem concentrações de HCys mais baixas que os heterozigóticos. O polimorfismo 
del/del no DHFR está associado a um ligeiro aumento da concentração do folato no 
plasma em mulheres jovens saudáveis mas não em homens, o que poderá ser devido a 
uma diferente regulação deste metabolismo pelas hormonas sexuais[22, 50, 52]. 
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Estudos revelaram que a deleção de 19 pb no gene DHFR apresentava uma redução da 
HCys plasmática de 2,5% e 14,4% em heterozigotia e homozigotia, 
respectivamente[53]  
Gellekink et al. relataram uma associação entre o polimorfismo del/del no DHFR e 
níveis baixos de HCys, no entanto não encontraram qualquer relação entre este 
genótipo e quantidades de folato no plasma e nos eritrócitos. Outro estudo não 
encontrou qualquer relação entre o genótipo del/del e concentração de HCys 
plasmática, mas encontraram um aumento de folato no plasma e nos eritrócitos. As 
variações entre os estudos podem ter sido causadas por diferenças nutricionais e 
étnicas entre as populações estudadas, bem como diferenças em tamanhos de 
amostras, idades, géneros ou outros factores genéticos. [22, 56]. 
A associação entre o genótipo del/del e os níveis de folato é restrita das mulheres, e 
foi demonstrado num estudo feito em mulheres do norte da Irlanda, que 18% possuam 
uma associação entre o genótipo del/del e uma elevação moderada dos níveis de 
folato. No entanto, mulheres fumadoras com genótipo del/del não apresentam esta 
elevação, o que sugere que, devido a hábitos tabágicos, poderão estar a renunciar ao 
efeito benéfico deste genótipo[22].  
Um estudo in vitro observou que a remoção do intrão 1 na DHFR não afectava a 
transcrição, mas a proteína produzida era instável e sujeita à degradação pelos 
lisossomas, sugerindo que o polimorfismo de deleção pode diminuir a função do DHFR. 
O intrão 1 contém locais de forte ligação a factores de transcrição como a proteína de 
especificidade 1 (Sp1), proteína de especificidade 3 (Sp3) e estrogénio 1 (ES1). A 
inserção contém o local Sp1 e Sp3 e a deleção contém o ES1. O ES1 é um factor de 
transcrição composto por vários domínios importantes para a ligação de hormonas, de 
DNA e activação da transcrição. O Sp1 regula o crescimento/ciclo da transcrição do 
DHFR, através do recrutamento e interacção com coactivadores e repressores. A sua 
remoção poderá levar a uma diminuição ou a um aumento da transcrição. Há uma 
importante interacção gene-nutriente onde o efeito funcional do polimorfismo no 
DHFR depende da quantidade de ácido fólico ingerido[22, 52]. Outros estudos sugerem 
que a sequência de 19 pb localizada no intrão 1 do gene está inserida no meio de um 
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elemento inibitório que regula a transcrição e que, quando ocorre a sua deleção, a 
transcrição aumenta, e consequentemente o RNAm também[52, 59, 60]. 
William G. et a.l mostraram que o alelo del do gene DHFR era comum na população 
que estudaram, pois numa amostra de 324 mulheres grávidas de Camden (Nova Jérsia) 
cerca de 80% dos casos tinham o alelo del[61]. Outro estudo, realizado numa 
população controlo de 219 indivíduos americanos maioritariamente caucasianos (136 
mulheres e 83 homens) revelou que o alelo del estava presente em 45% dos casos, dos 
quais 17% eram homozigóticos[62]. 
 
Quando há deficiência de vitamina B12 a via de remetilação da HCys fica comprometida 
e a via de transulfuração representa a alternativa metabólica para a sua 
metabolização, nomeadamente, em situações em que a concentração de Me esteja 
elevada. Na via da transulfuração, a HCys condensa-se com a serina para formar a 
cistationina (figura 6). Esta reacção é catalisada pelo CβS e pela vitamina B6[15, 42, 63]. 
 
Figura 6 - - Representação esquemática do metabolismo do folato/homocisteína, acção do enzima CβS (retirado 
de 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=insertion%5BTitle%5D%20AND%20deletion%5BTitle%5D%20AND%
20polymorphism%5BTitle%5D%20AND%20dihydrofolate%5BTitle%5D  a 9/10/2011). 
 
O enzima CβS contém três domínios funcionais. O domínio catalítico localiza-se no 
centro do enzima e é responsável pela catálise de reacção com a vitamina B6. O 
domínio C-terminal contém uma zona de regulação de inibição alostérea do enzima 
pela S-adenosilhomocisteína (SAH). O domínio N-terminal contém um grupo heme e 
8.9. Gene CβS 
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regula o enzima em resposta a condições redox. Mutações neste enzima levam a uma 
homocisteinúria em humanos, que consiste numa patologia autossómica recessiva 
caracterizada por defeitos em diversos sistemas e órgãos[64]. 
O gene do Cβs localiza-se no braço longo do cromossoma 21 (figura 7) na posição 22.3 
(21q22.3)[65].  
Cromossoma 21 
 
Figura 7 - Localização génica do CβS (retirado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/875 a 23/09/2011). 
 
Uma mutação no gene do CβS (e do MTHFR) tem um potencial efeito no nível 
plasmático de HCys. Muitas mutações raras têm sido identificadas no gene do MTHFR 
e do CβS, todas com consequente HHCys em homozigotia[15, 63, 66]. 
Em 1995, foi descoberta uma inserção de 68 pb (c.844_845ins68) no gene do CβS em 
doentes que apresentavam homocisteinúria devido a uma deficiência do enzima. O 
polimorfismo consiste na inserção de 68 pb no exão 8[67]. 
A inserção de 68pb no codão 844 no gene do CβS é um polimorfismo frequente que 
tem como consequência a duplicação do local de splicing 3´ do intrão 7 e do 5´do exão 
8[68, 69].  
A mutação 844ins68 no gene do CβS, na condição homozigótica e heterozigótica, é 
considerada um factor de risco independente para arteriosclerose. O polimorfismo 
844ins68 possui frequência variável e em heterozigotia parece ser relativamente 
comum em algumas áreas, como aproximadamente 12-14% em caucasianos da 
América do Norte, 8% na Europa, 38% em etnia negra e raramente em asiáticos. O 
polimorfismo em homozigotia tem uma frequência de 5 a 10% na população em 
geral[39]. 
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A heterozigotia para a inserção no gene do CβS é uma condição comum caracterizada 
por uma HHCys ligeira e uma tendência discreta para o desenvolvimento de 
arteriosclerose e trombose[39]. 
A deficiência da actividade do enzima CβS leva a níveis elevados de HCys e de Me 
plasmáticos e a níveis reduzidos de cistationina e cisteína na urina. Os sintomas major 
incluem doença vascular, tromboembolismos, deformidades esqueléticas, osteoporose 
e atraso mental[65]. 
Mutações neste enzima (e no MTHFR) resultam em erros na metabolização de Me em 
HCys e, consequentemente podem resultar numa situação genética conhecida, como é 
o caso da homocisteinúria[19]. 
Quando há uma HHCys devido a alterações na via de transulfuração, esta está 
associada com a diminuição de cisteína para a formação do antioxidante 
glutationo[70]. 
A literatura menciona que a CβS humana possui uma regulação dependente da 
testosterona e há relatos que o polimorfismo 844ins68 possui um efeito específico 
dependente do género, mais frequente nos homens [19, 63, 66]. 
A inserção de 68 pb no exão 8 do enzima CβS leva à formação de um codão stop 
prematuro e, consequentemente, a uma proteína truncada. A combinação desta 
mutação com a do MTHFR (C677T) está associada a níveis elevados de HCys[71], no 
entanto, outros estudos demonstram que a inserção 844ins68 não é causadora de 
doença, mas sim uma mutação comum na população em geral[68, 72]. 
Inicialmente pensava-se que a inserção de 68 pb no codão 844 do gene CβS estaria 
associada à formação de um codão stop prematuro no RNAm e que, 
consequentemente, resultava na tradução de uma proteína inactiva truncada. No 
entanto, Tsai et al. demonstraram que a inserção gera um local de splicing alternativo 
que permite a eliminação total da região inserida, levando à formação de um RNAm 
“normal” e portanto, a um enzima funcional. Num estudo realizado na Europa, De 
Stefano et al. verificaram que a combinação do haplotipo MTHFR 677TT com pelo 
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menos um alelo de inserção de 68 pb no gene CβS apresentavam níveis de HCys 
inferiores quando comparados com os não portadores deste polimorfismo[49, 73, 74]. 
844ins68 é um polimorfismo frequente no gene CβS e consiste numa inserção de 68 pb 
que resulta na duplicação do local de splicing 3’ do intrão 7 e 5’ no fim do exão 8. Esta 
duplicação ocorre na junção do intrão 7 e do exão 8, em que 53 pb ficam no intrão 7 e 
15 pb ficam no exão 8, dando origem a um local de splicing 3’ proximal e um 3’ distal. 
A inserção gera, no entanto, um RNAm normal[68]. 
 
 
 
 
 
Os locais de splicing 3’ proximal (3’p) e 3’ distal (3’d) no intrão 7 são iguais e seria de 
esperar que a selecção seria aleatória para o splicing. No entanto, foi demonstrado 
que o local 3’d era exclusivamente seleccionado, de tal forma que a inserção de 68 pb 
era eliminada e não apareceria no RNAm maduro (figura 8). Para nosso conhecimento, 
este é o melhor evento evolutivo em que pequenas duplicações em genes resultam 
numa correcção da mutação através da alteração da regulação do splicing[68]. 
A inserção no exão 8 resulta na presença de duas repetições de 68pb idênticas de 
DNA. Esta inserção gera um produto de transcrição normal e não está relacionado com 
nenhuma doença, pelo menos quando não associada a outros factores de risco[68]. 
A heterozigotia na inserção de 68 pb no gene da CβS quando combinada com a 
mutação C677T da MTHFR aumenta duas vezes o risco de doença oclusiva, arterial ou 
venosa[15, 39, 63]. Outros estudos referem que a inserção de 68 pb no gene CβS 
  
Figura 8 - Diagrama do gene CβS normal e mutado (retirado de 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12228232 a 27/09/2011). 
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poderá diminuir o risco associado a níveis elevados de HCys e baixos de folato para os 
quais o fenótipo TT do gene MTHFR está predisposto[73, 75]. 
A inserção de 68 pb no gene do enzima CβS está associada a um aumento da 
actividade enzimática e a uma diminuição dos níveis de HCys, e estudos sugeriram que 
teria um efeito protector contra eventos patogénicos vasculares como tromboses e 
embolias[37]. 
Um aumento na actividade da CβS em um efeito protector contra uma HHCys. As 
vitaminas B6, B12 e ácido fólico intervêm na actividade catalítica dos enzimas MTHFR e 
CβS. A deficiência nutricional de alguma destas vitaminas leva a um aumento dos 
níveis plasmáticos de HCys[39, 76]. 
A insulina regula a actividade do CβS. A hiperinsulinémia  pode diminuir a actividade da 
via de transulfuração da HCys[24]. 
A expressão do gene do CβS é estimulada por glucocorticóides e inibida pela insulina. 
Este processo ocorre a nível da transcrição do RNAm. Estes resultados mostram que a 
insulina desempenha um papel importante na regulação do metabolismo da HCys ao 
interferir na via de transulfuração hepática[29]. 
Estudos recentes demonstraram que sob condições diabéticas, o catabolismo da HCys 
era aumentado pela regulação transcripcional do enzima CβS e estas alterações podem 
ser prevenidas com administração de insulina[70]. 
Pacientes com homocisteinúria normalmente beneficiam de um tratamento vitamínico 
e farmacológico. Cerca de metade dos doentes responde à terapia com doses elevadas 
de vitamina B6[65].  
 
 
A HHCys está correlacionada com o aumento do risco de desenvolver doenças 
cardiovasculares, doença de Alzheimer, defeitos do tubo neural,…,e está estabelecido 
que a terapêutica com folato diminui consideravelmente a concentração plasmática de 
HCys, no entanto, resultados clínicos desta terapêutica na redução da progressão de 
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doença cardiovascular têm sido controversos. Assim, foi proposto que a HHCys poderá 
ser apenas um marcador de desenvolvimento de doença, que resulta de diferentes 
factores genéticos e fisiológicos como tipo de dieta, de doença, de fármacos 
usados[42]. 
Concluindo, um único defeito pode não ser suficiente para afectar significativamente o 
metabolismo do folato/HCys, especialmente se for num ponto específico do ciclo 
metabólico sujeito às influências de outros enzimas e cofactores[19]. 
 
 Determinar numa população de 138 indivíduos com DM do tipo II as 
frequências genotípicas dos polimorfismos dos enzimas MTHFR (C677T), CβS 
(ins 68 pb) e DHFR (del 19 pb). 
 Prever uma possível relação causa (genótipo) - efeito (fenótipo) entre presença 
das mutações e desenvolvimento de DM do tipo II e outras patologias 
vasculares. 
 
  
8.10. Objectivos do estudo 
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9. Materiais e Métodos 
 
 
138 amostras de sangue de indivíduos com DM do tipo II da APDP, Kit extracção de 
DNA da Genomed®, tubos eppendorf, luvas, pontas, pipetas, primers, enzimas de 
restrição, termociclador, agarose, gel loading, gel red, marcador (low range). 
 
Estudo de 138 amostras de sangue de doentes com DM do tipo II da APDP, em que 57 
% são do sexo feminino e 43 % são do sexo masculino. A média de idades com o desvio 
padrão é de 63,25 ± 5,66. 
Serão também analisadas um n máximo de 382 amostras de indivíduos saudáveis 
como controlo, em que 55,5 % são do sexo feminino e 44,5 % são do sexo masculino. A 
média de idades com o desvio padrão é de 41,74 ± 11,72. A população controlo 
encontra-se em Equilíbrio de Hardy-Weinberg para os polimorfismos estudados, 
portanto este grupo pode ser considerado representante de uma população geral. 
 
 
9.3.1. Extracção de DNA  
 
A extracção de DNA será realizada, a partir dos leucócitos do sangue total utilizando o 
kit da Genomed®. Este kit baseia-se em 3 passos principais: lise das membranas 
nucleares, precipitação e remoção das proteínas e precipitação do DNA. 
 
9.1. Materiais 
9.2. População em estudo 
9.3. Técnicas de Biologia Molecular 
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9.3.2. Amplificação do DNA 
 
A amplificação dos genes será feita por PCR (polimerase chain reaction) que consiste 
na desnaturação das cadeias de DNA, seguida de emparelhamento (annealing) e 
extensão das cadeias (tabela 1). No caso do enzima MTHFR, os produtos de PCR serão 
posteriormente submetidos à técnica de PCR-RFLP (Restriction fragment lenght 
polymorphism – polimerase chain reaction). Esta técnica consiste em quebrar as 
cadeias de DNA em locais específicos utilizando enzimas de restrição que reconhecem 
sequências específicas que flanqueiam as zonas do DNA a analisar. Os fragmentos 
obtidos são separados conforme o tamanho e analisados em gel de electroforese. 
As reacções de PCR foram feitas com 200 ng de DNA, 10 pmol de primers específicos 
para cada polimorfismo e uma MixMaster de dNTPs, MgCl2, tampão e Taq polimerase 
(1 U/µl). 
Polimorfismo Primers  PCR 
MTHFR C677T 
Forward: 5´- TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA – 3´ 
Reverse: 5´- AGGACGGTGCGGTGAGAGTG - 3´ 
30 ciclos 
Desnaturação: 30 s a 94° 
Annealing:30 s a 61° 
Extensão: 1 min a 72° 
Extensão final: 7 min a 72° 
CβS ins 68 pb 
Forward: 5´- GCAGTTGTTAACGGCGGTATTG – 3´ 
Reverse: 5´- GCCGGGCTCTGGACTCGACCTA - 3´ 
40 ciclos 
Desnaturação: 30 s a 94° 
Annealing:30 s a 62° 
Extensão: 40 s a 72° 
Extensão final: 10 min a 72° 
DHFR del 19 
pb 
Forward: 5´- TCAGGTATCTGCCGGGCC – 3’ 
Reverse: 5´- AAAAGGGGAATCCAGTCGG - 3´ 
35 ciclos 
Desnaturação: 30 s a 94° 
Annealing:30 s a 60° 
Extensão: 45 s a 72° 
Extensão final: 7 min a 72° 
Tabela 1 - Reacções de PCR: primers usados, duração e temperaturas. 
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O produto de PCR obtido para o estudo do MTHFR foi posteriormente digerido com a 
enzima de restrição Hinf I durante 18 h a 37° com inactivação de 20 min a 65°. 
 
9.3.3. Gel de electroforese 
 
As bandas de DNA correspondentes a cada polimorfismo serão visualizadas num gel de 
agarose com brometo de etídio sob luz ultravioleta. Este gel dar-nos-á os genótipos 
correspondentes a cada um dos polimorfismos para cada um dos indivíduos em estudo 
(tabela 2).  
Polimorfismo 
Gel de Agarose % / voltagem / 
tempo 
Bandas 
MTHFR C677T 4% /85 volts / 90 min 
Homozigóticos sem mutação – 198 pb 
Heterozigóticos – 198 pb e 175 pb 
Homozigóticos com mutação – 175 pb 
CβS ins 68 pb 3 % / 80 volts / 60 min 
Homozigóticos sem inserção – 252 pb 
Heterozigóticos – 320 pb e 252 pb 
Homozigóticos com inserção – 320 pb 
DHFR del 19 
pb 
4 % / 80 volts / 60 min 
Homozigóticos sem deleção – 144 pb 
Heterozigóticos – 144 e 125 pb 
Homozigótico com deleção – 125 pb 
Tabela 2 - Características do gel de cada polimorfismo e bandas visualizadas. 
 
O tratamento dos resultados será realizado utilizando o programa Primer of 
Biostatistics®. Os resultados de cada genótipo nos indivíduos normais e nos doentes 
serão apresentados sob a forma bruta e em percentagens. As correlações estatísticas 
entre os diferentes genótipos serão determinadas pelo teste do Qui-Quadrado. O nível 
de significância usado será de P<0,05. 
 
9.4. Tratamento de dados 
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10. Resultados  
 
Com este estudo pretende-se analisar as diferenças entre genótipos de indivíduos 
diabéticos e não diabéticos para os polimorfismos estudados nos enzimas MTHFR, 
DHFR e CβS, e nas várias combinações entre si. 
 
 CC CT TT 
Controlos 150 (42%) 175 (49%) 33 (9,2%) 
Diabéticos tipo II 68 (50%) 61 (44%) 9 (6,5%) 
Tabela 3 - Percentagem de genótipos CC, CT e TT do gene MTHFR em diabéticos tipo II e controlos. 
Na população diabética estudada 50% dos casos apresentavam genótipo CC, 44% 
apresentava genótipo CT e apenas 9% tinham genótipo TT. Os controlos exibiam 
percentagens de 42, 49 e 9,2 para os genótipos CC, CT e TT respectivamente (tabela 3). 
A percentagem de CC+CT em relação aos TT na população controlo foi de 91% para 
9%, respectivamente, enquanto que na população diabética a percentagem de CC+CT 
em relação aos TT foi de 94% para 6%, respectivamente. Verifica-se um ligeiro 
aumento do alelo C (3%) na população diabética em relação à população controlo, mas 
sem significado estatístico. 
Fazendo uma correlação estatística entre os diferentes genótipos para a relação 
CC/CT/TT entre as duas populações, verificou-se que não existiam diferenças 
significativas nas frequências de genótipos entre ambas a populações (ρ=0,280). 
Quando juntámos os genótipos CC + CT/TT, também não houve diferenças 
significativas (ρ=0,432), ou seja, a probabilidade de ter o alelo C é igual em ambas as 
populações. Para a combinação CC/CT+TT, ou seja, qual a população em que é mais 
provável ter o alelo T mutado o nível de significância foi de 0,167, não foi significativo, 
mas foi o mais próximo de 0,05 e poderá revelar uma certa tendência para uma maior 
prevalência do alelo T na população controlo.  
 
10.1. Gene MTHFR 
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Fazendo uma comparação entre a quantidade de alelos C e T em ambas as populações, 
os resultados obtidos foram os seguintes (tabela 4): 
 Controlos Diabéticos tipo II 
ρ=0.149 Alelo C 47 (66%) 197 (71%) 
Alelo T 241 (34%) 79 (29%) 
Tabela 4 - Percentagem de alelos C e T do gene MTHFR em diabéticos tipo II e controlos. 
Apesar de não haver significância estatística, verificou-se mais uma vez que a 
frequência de alelo C é ligeiramente superior na população diabética, e a de alelo T é 
ligeiramente superior nos controlos.  
 
 del/del (wild type) ins/del ins/ins 
Controlos 165 (85,5%) 26 (13,5%) 2 (1%) 
Diabéticos tipo II 106 (77,9%) 30 (22,1%) 0 
Tabela 5 - Percentagem de genótipos del/del, ins/del e ins/ins do gene CβS em diabéticos tipo II e controlos. 
Na população diabética estudada 77,9% dos casos apresentavam genótipo del/del, 
22,1% apresentava genótipo ins/del e nenhum apresentava o genótipo ins/ins. Os 
controlos exibiam percentagens de 85,5, 13,5 e 2 para os genótipos del/del, ins/del e 
ins/ins, respectivamente (tabela 5). 
Fazendo uma correlação estatística entre os diferentes genótipos para a relação 
del/del, ins/del, e ins/ins entre as duas populações, verificou-se que não existiam 
diferenças significativas nas frequências de genótipos entre ambas a populações 
(ρ=0,067), no entanto, parece haver uma tendência discreta para o genótipo del/del 
aparecer mais na população controlo. Quando juntámos os genótipos del/del + ins/del 
vs ins/ins, também não houve diferenças significativas (ρ=0,638), ou seja, a 
probabilidade de ter o alelo del é igual em ambas as populações. Para a combinação 
del/del vs ins/del + ins/ins, o nível de significância foi de 0,105, o que significa que a 
probabilidade de ter o alelo mutado ins é semelhante em ambas as populações. 
10.2. Gene CβS 
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Fazendo uma comparação entre a quantidade de alelos ins e del em ambas as 
populações, os resultados obtidos foram os seguintes (tabela 6): 
 Controlos Diabéticos tipo II 
ρ=0,196 Alelo del 356 (92%) 242 (89%) 
Alelo ins 30 (8%) 30 (11%) 
Tabela 6 - Percentagem de alelos del e ins do gene CβS em diabéticos tipo II e controlos. 
Apesar de não haver significância estatística, verificou-se mais uma vez o número de 
alelos del é ligeiramente superior na população controlo, e a frequência do alelo ins é 
ligeiramente superior nos diabéticos. 
 
MTHFR CβS Controlos Diabéticos tipo II 
CC del/del 82 (42,1%) 84 (51,2%) 
CC ins/del 12 (6,2%) 11 (6,7%) 
CT del/del 73 (37,4%) 44 (26,8%) 
CT ins/del 13 (6,7%) 16 (9,8%) 
CT ins/ins 2 (1%) 0 
TT del/del 11 (5,6%) 8 (4,9%) 
TT ins/del 2 (1%) 1 (0,6%) 
Tabela 7 – Combinações de genótipos gene MTHFR – gene CβS. 
Fazendo a combinação de genótipos entre os polimorfismos dos genes MTHFR e CβS, 
só se verificou diferenças significativas do CT del/del em relação às outras 
combinações de genótipo (ρ=0,043), ou seja, a frequência genotípica desta 
combinação é significativamente superior nos controlos (tabela 7). 
Juntando as combinações CT del/del com TT del/del, ou seja, a probabilidade de ter o 
genótipo del/del no gene CβS combinado com a probabilidade de ter o alelo T mutado 
no gene MTHFR obteve-se um nível de significância de 0,035 e um Odds Ratio (OR)= 
0,614; para um intervalo de confiança (CI) de 95% [0.397-0.947], ou seja, os indivíduos 
10.3. Combinação de genótipo do MTHFR com o CβS  
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que apresentarem uma destas combinações têm menos probabilidade de desenvolver 
diabetes tipo II. 
Indivíduos com genótipo MTHFR TT e CT não estão protegidos individualmente, mas 
quando combinados com o genótipo del/del do CβS apresentam já protecção com 
significado estatístico, pois o OR é inferior a 1. O mesmo verifica-se para o gene do 
enzima CβS, ou seja, o genótipo del/del não está protegido quando sozinho mas 
combinado com o genótipo TT ou CT do MTHFR já confere alguma protecção. 
 
 del/del ins/del ins/ins (wild type) 
Controlos 14 (13%) 66 (63%) 25 (24%) 
Diabéticos tipo II 26 (19%) 84 (62%) 25 (19%) 
Tabela 8 - Percentagem de genótipos del/del, ins/del e ins/ins do gene DHFR em diabéticos tipo II e controlos. 
Na população controlo estudada 13% dos casos apresentavam genótipo del/del, 63% 
apresentava genótipo ins/del e 24% apresentava o genótipo ins/ins. Os indivíduos 
diabéticos exibiam percentagens de 19, 62 e 19 para os genótipos del/del, ins/del e 
ins/ins, respectivamente (tabela 8). 
A diferença entre controlos e diabéticos não é significativa (ρ= 0,360) entre a 
frequência de genótipos para diabéticos e controlos.  
Fazendo uma comparação entre a quantidade de alelos ins e del em ambas as 
populações, os resultados obtidos foram os seguintes (tabela 9): 
 Controlos Diabéticos tipo II 
ρ= 0,259 Alelo del 94 (45%) 136 (50,4%) 
Alelo ins 116 (55%) 134 (49,6%) 
Tabela 9 - - Percentagem de alelos del e ins do gene DHFR em diabéticos tipo II e controlos. 
Quando se correlaciona a probabilidade de ter o alelo del ou o alelo ins em ambas as 
populações não se verifica uma diferença com significado estatístico (ρ=0,259). 
 
10.4. Gene DHFR 
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MTHFR DHFR Controlos Diabéticos tipo II 
CC del/del 5 (5,7%) 14 (10,3%) 
CC ins/del 20 (22,7%) 38 (28%) 
CC ins/ins 8 (9%) 14 (10,3%) 
CT del/del 4 (4,6%) 12 (9%) 
CT ins/del 29 (33%) 39 (29%) 
CT ins/ins 13 (15%) 9 (6,7%) 
TT del/del 3 (3,3%) 0 
TT ins/del 5 (5,7%) 7 (5,2%) 
TT ins/ins 1 (1%) 2 (1,5%) 
Tabela 10 – Combinações de genótipos gene MTHFR – gene DHFR. 
Fazendo a combinação de genótipos entre os polimorfismos dos genes MTHFR e DHFR, 
obtiveram-se diferenças significativas (ρ=0,018) entre os “haplótipos” dos controlos e 
diabéticos (tabela 10). As diferenças mais relevantes verificaram-se para as 
combinações CC del/del, CT del/del e TT del/del, ou seja, os indivíduos diabéticos 
apresentaram uma maior frequência do “haplótipo” CC del/del e CT del/del 
(praticamente o dobro em ambos os casos) e frequência nula de combinação TT 
del/del. Os controlos também apresentaram uma maior frequência (quase o dobro) do 
haplotipos CT ins/ins quando comparados com os diabéticos. 
Ao fazer a combinação entre o genótipo del/del no DHFR com pelo menos um alelo C 
no MTHFR, em diabéticos e controlos, verificaram-se diferenças estatisticamente 
significativas (ρ=0,044), apresentando os indivíduos diabéticos frequências 
significativamente superiores (tabela 11). 
 TT del/del CC del/del + CT del/del 
Ρ= 0,044 Controlos 3 9 
Diabéticos 0 26 
Tabela 11 – Combinações de genótipos do gene MTHFR com o gene DHFR. 
10.5. Combinação de genótipo do MTHFR com o DHFR  
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11.  Discussão 
 
Este estudo teve como objectivos determinar numa população de indivíduos com DM 
do tipo II as frequências genotípicas dos polimorfismos nos enzimas MTHFR, CβS e 
DHFR e também verificar a possível relação entre a presença das mutações e o 
consequente desenvolvimento da DM do tipo II e outras patologias vasculares. 
A DM do tipo II é uma doença crónica que afecta os vários sistemas e influencia o 
metabolismo dos glícidos, lípidos e proteínas[3]. É uma doença cuja etiologia resulta 
de uma interacção complexa de factores genéticos e fisiológicos[4]. Os factores que 
evidenciam ser relevantes são os fisiológicos, sendo o excesso de peso o principal 
factor de risco[2, 6]. 
Foi também importante fazer uma revisão bibliográfica de artigos que relacionassem 
directamente as alterações no ciclo do folato/HCys com o consequente 
desenvolvimento da DM do tipo II, uma vez que esta relação ainda não é clara entre os 
vários artigos pesquisados. 
Este estudo teve uma limitação, pois não foram cedidas as concentrações plasmáticas 
de HCys e de vitaminas do grupo B do grupo de diabéticos do tipo II da APDP, portanto 
não foi possível correlacionar estes parâmetros com os genótipos obtidos. No entanto, 
como os polimorfismos estudados são condicionantes da via de metabolização do 
folato/HCys, poderão ser tiradas algumas conclusões deste estudo[1, 22]. 
A DM do tipo II é uma doença caracterizada por patologias vasculares, pois a maioria 
destes doentes morre de tromboses ou doenças vasculares. Alterações patológicas 
como disfunção endotelial, hipertensão, dislipidémia e stress oxidativo estão 
normalmente presentes neste tipo de doença e são também comumente associadas a 
HHCys[19]. 
A HHCys como factor de susceptibilidade para o desenvolvimento de DM do tipo II é 
sugerida por alguns autores como causadora de SRI[31, 32], e por outros como agente 
causador de esclerose renal e lesões nos podócitos[28]. Como causadora de SRI, os 
autores sugerem a acção HCys tiolactona na diminuição da função dos receptores de 
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insulina na superfície das células-alvo com consequente diminuição do transporte de 
glicose para o interior das células[31, 32]. Como causadora de esclerose renal e danos 
nos podócitos, a HHCys actua através de alterações endoteliais, proliferação e 
crescimento celular, aumento da matriz celular e agregação de proteoglicanos[28]. 
Outros autores afirmam que um dos mecanismos pelos quais a HHCys favorece a 
proliferação de células musculares, é através da inactivação do NO (vasodilatador), 
deixando o endotélio mais vulnerável à acção da HCys[34]. 
Um marcador inflamatório importante no desenvolvimento da DM do tipo II é a IL-6, 
que está provado estar envolvida na patogénese da resistência à insulina. A HCys actua 
directamente nos monócitos e nas células endoteliais para a produção de IL-6 em 
estudos in vitro, portanto, poderá haver uma relação entre a concentração de HCys 
plasmática e a IL-6 em DM do tipo II, que origine um mecanismo comum de resistência 
à insulina[30]. 
No entanto, os resultados dos artigos analisados são controversos, uma vez que os 
níveis de HCys nos diabéticos do tipo II podem apresentar-se aumentados, inalterados 
ou diminuídos[26]. A hiperglicémia contribui para um aumento da taxa de filtração 
glomerular levando a uma maior eliminação da HCys, e consequentemente a uma 
diminuição da HCys, ou seja, os diabéticos do tipo II podem apresentar concentrações 
de HCys menores quando comparados com indivíduos saudáveis. A hiperglicémia 
contribui também para um aumento da actividade das enzimas envolvidas na 
transulfuração hepática, como é o caso da CβS, levando também a uma diminuição da 
HCys plasmática. Contudo, doentes DM do tipo II com hiperglicémia e nefropatia 
apresentam HHCys, pois há uma diminuição da eliminação da HCys[10].  
A insulina diminui a actividade enzimática da CβS, por isso aumenta os níveis de HCys 
plasmática[24]. 
Outro factor a ter em conta na população diabética, é o estado nutricional no que 
concerne à ingestão de vitaminas do grupo B que funcionam como cofactores do 
metabolismo do folato/HCys. Alguns autores sugerem que a ingestão de folato, 
vitamina B12 e B6 é o factor mais importante na redução dos níveis de HCys, sendo o 
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folato o parâmetro mais importante[35]. Portanto, um indivíduo diabético que ingira 
as quantidades necessárias de ácido fólico pode apresentar concentrações normais de 
HCys mesmo com um genótipo TT para o polimorfismo C677T do MTHFR[23, 49]. A 
ingestão de vitamina B6 como terapêutica a uma deficiência na função do CβS também 
é importante, pois cerca de metade dos pacientes responde positivamente à 
terapia[65]. 
É também importante referir o papel da HCys na metilação de DNA, pois após 
conversão em S-adenosilmetionina (SAM), constitui o dador de grupos metil mais 
importante do organismo humano[12, 13]. A metilação do DNA como factor envolvido 
na patogénese da DM do tipo II, aparece através de um mecanismo de hipermetilação 
em que poderá ocorrer uma inibição do gene Pdx1. Este fenómeno possivelmente 
levará a uma diminuição da função do gene e consequentemente a um mecanismo 
epigenético de insuficiente produção de insulina pelas células β pancreáticas[7, 8]. A 
manipulação da quantidade de folato ingerida ou outros factores envolvidos no 
metabolismo da folato/HCys influenciam em grande parte a metilação do DNA tanto 
em animais como em humanos[14, 38]. Em diabéticos tipo II, a sobre-expressão do 
enzima DNA metiltransferase leva a uma hipermetilação do promotor do gene Pdx 1, 
com consequente diminuição da sua função[47].  
 
Para o polimorfismo C677T do MTHFR não se verificaram diferenças significativas nas 
frequências de genótipos CC/CT/TT entre ambas a populações, havendo até uma 
tendência para uma maior frequência do alelo T mutado na população controlo. 
Mesmo fazendo a diferença alelo C vs alelo T em ambas as populações não se 
encontraram diferenças significativas. O que não seria de esperar, pois o polimorfismo 
C677T diminui a actividade do enzima e predispõem para uma HHCys que pode poderá 
levar a uma consequente SRI ou esclerose renal ou inactivação do NO[28, 31, 32, 34]. 
Ou seja, pode-se concluir que o facto de ser diabético do tipo II não pressupõe a 
presença de um alelo T mutado no MTHFR, no entanto, pode constituir um factor de 
risco quando associado à DM do tipo II, uma vez que aumenta as concentrações de 
11.1. Polimorfismo genético do MTHFR 
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HCys[48]. Esta associação ganha mais significado se o indivíduo diabético para além de 
ter um genótipo TT, tiver também baixos níveis de folato[23, 49]. Estes resultados 
estão de acordo com a bibliografia consultada pois a prevalência dos genótipos TT ou 
CT do polimorfismo do MTHFR em doentes diabéticos e em indivíduos saudáveis é 
semelhante[1]. Num estudo realizado em adolescentes obesos no laboratório de 
Genética da FML pela professora Cláudia Marinho, verificou-se uma prevalência do 
genótipo CT do MTHFR, isto vem também corroborar os resultados deste estudo, pois 
a obesidade constitui o maior factor de risco para o desenvolvimento da DM do tipo 
II[2]. Noutro estudo do mesmo laboratório verificou-se uma prevalência do genótipo 
CC em insuficientes renais. A frequência do polimorfismo TT foi de 9,2% para os 
controlos e 6,5% nos diabéticos, e está de acordo com a bibliografia consultada pois o 
polimorfismo TT está presente em cerca de 10% da população caucasiana[20, 23].  
 
Para o polimorfismo ins 68 pb no gene CβS também não se verificaram diferenças 
significativas nas frequências de genótipos del/del, ins/del e ins/ins entre ambas a 
populações. O polimorfismo 844ins68 é frequente na Europa (cerca de 8%), portanto 
esta frequência pode ser considerada normal[39]. No entanto seria de esperar que a 
população diabética apresentasse menor frequência do polimorfismo do CβS em 
heterozigotia porque apesar de alguns autores sugerirem que esta mutação pode ser 
caracterizada por uma HHCys ligeira e uma tendência discreta para o desenvolvimento 
de arteriosclerose e trombose[39], estudos mais recentes revelaram que a inserção 
gera um local de splicing alternativo que permite a eliminação total da região inserida, 
levando à formação de um RNAm “normal” e portanto, a um enzima funcional[49, 68, 
73, 74]. Este polimorfismo foi também associado a um aumento da actividade 
enzimática e a uma diminuição dos níveis de HCys, e estudos sugeriram que teria um 
efeito protector contra eventos patogénicos vasculares como tromboses e 
embolias[37, 39, 76], por isto seria de esperar que a população diabética tivesse 
menor frequência genotípica do alelo ins pois, supostamente, constitui a população 
que à partida não estaria protegida. No entanto, tal não se verificou o que poderá 
11.2. Polimorfismo genético do CβS 
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levar a que se conclua que o facto de ser diabético não pressupõe a ausência do alelo 
mutado 844ins68pb.  
 
Quando se combinaram os genótipos dos dois genes MTHFR e CβS obtiveram-se 
diferenças significativas para a combinação CT del/del. A frequência desta combinação 
foi significativamente superior nos controlos, ou seja, estes indivíduos supostamente 
têm os níveis de HCys ligeiramente aumentados devido ao genótipo CT do MTHFR[48] 
e não beneficiam da combinação com o polimorfismo do gene CβS, pois apresentam o 
genótipo del/del (wild type)[49, 73, 74]. Também na combinação “haplotípica” de 
del/del no CβS com a probabilidade de ter pelo menos um alelo T (CT ou TT), existiram 
diferenças significativas, sendo que, mais uma existia maior frequência nos controlos. 
Estes resultados são controversos, e sugerem que as combinações CT del/del e 
TT/del/del estão mais protegidos contra o para a DM do tipo II. Não seria de esperar 
esta frequência genotípica nos controlos mas sim nos diabéticos, pois o alelo T mutado 
do MTHFR leva a um aumento da HCys, que por sua vez poderá levar a uma SRI ou 
esclerose renal ou produção de IL-6, os quais poderão levar ao desenvolvimento de 
DM do tipo II[28, 31, 32]. Este achado é ainda mais polémico pois ocorre em 
combinação com o genótipo del/del do CβS, que supostamente apresenta um enzima 
com menor actividade quando comparado com um genótipo que tenha pelo menos 
um alelo ins, ou seja, nem beneficiam do efeito protector deste polimorfismo[73, 75]. 
Pode-se concluir que ambos os polimorfismos não são factores de susceptibilidade na 
população estudada, ou seja, a etiologia da DM do tipo II não é condicionada por 
HHCys. Estes achados vêm de encontro a alguns dos autores pesquisados, que referem 
que em doentes diabéticos com a função renal preservada, a diabetes não está 
associada a uma HHCys[24, 26] e que o aumento da HCys está mais relacionado com o 
perfil diabético (ex. quantidade de ingestão de vitaminas, excesso de peso, idade, 
género, presença/ausência de nefropatia, etc.) do que propriamente com a doença em 
si[26]. 
11.3. Combinação gene MTHFR – gene CβS 
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Para o polimorfismo del/del do DHFR também não se verificaram diferenças 
significativas entre controlos e diabéticos. Mesmo para a diferença na frequência de 
alelo del e alelo ins entre diabéticos e controlos os resultados foram muito 
semelhantes. A frequência total (del/del + ins/del) do alelo mutado del foi elevada, 
sendo de 76% nos controlos e de 81% nos diabéticos. Estes resultados vêm de 
encontro à bibliografia consultada pois o alelo del mutado do DHFR é comum na 
população[61, 62]. Os indivíduos diabéticos apresentaram um ligeiro aumento (6%) de 
genótipo del/del em relação aos controlos, mas em significado estatístico. Os 
indivíduos controlos, por sua vez, apresentaram um ligeiro aumento (5%) do genótipo 
ins/ins. Seria de esperar que houvesse mais controlos homozigóticos del/del, pois este 
polimorfismo aumenta a actividade do enzima e fornece mais 5, 10-metileno-THF para 
a remetilação da HCys, e consequentemente a uma diminuição da concentração 
plasmática da HCys[22, 23, 30, 50, 53, 58], no entanto, outros autores sugerem que 
esta diminuição é discreta e não constitui um factor independente com significado 
preditivo nas concentrações plasmáticas de HCys, estando mais associado com o folato 
plasmático ou ligado aos eritrócitos[22]. Uma maior frequência do genótipo del/del 
poderá, no entanto, constituir um factor de risco para o aparecimento da DM do tipo II 
pois a metilação do DNA está directamente correlacionada com os níveis de folato[23, 
46], sendo este um cofactor essencial na síntese da SAM[23]. Como o DHFR mutado 
fornece mais 5, 10-metileno-THF necessário para o metabolismo da HCys[53], e 
consequentemente, leva a uma maior biodisponibilidade de 5-metil-THF para a síntese 
da SAM[23, 46], poderá existir um mecanismo de hipermetilação de DNA que levará à 
inibição do promotor do gene Pdx1. Este fenómeno poderá levar a uma diminuição da 
função do gene e, consequentemente a um mecanismo epigenético de insuficiente 
produção de insulina pelo pâncreas[7, 8]. 
 
 
11.4. Polimorfismo genético do DHFR 
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Fazendo as combinações dos genótipos obtidos do MTHFR e do DHFR para diabéticos e 
controlos, obtiveram-se diferenças significativas (ρ=0,018), especialmente para os 
“haplotipos” CC del/del, CT del/del e TT del/del. As frequências das combinações CC 
del/del e CT del/del foram significativamente superiores (praticamente o dobro) nos 
diabéticos. Tendo em conta a bibliografia consultada, estes resultados fazem sentido 
se considerarmos que num genótipo CC ou CT para o MTHFR, o enzima funciona a 
100% no primeiro caso e a 70% no segundo e no genótipo TT o enzima funciona 
apenas a 40%[44], portanto a presença do alelo T mutado diminui a biodisponibilidade 
de 5-metil-THF, e consequentemente, a produção da SAM, levando a uma 
hipometilação do DNA[10, 20]. A produção de grupos metil é também superior para 
um genótipo CC quando comparado com os outros genótipos do MTHFR[23, 46]. 
Admitindo que a hipermetilação do promotor do gene Pdx1 leva à sua inibição[7, 8] e 
que os indivíduos que são homozigóticos del/del para o DHFR apresentam níveis de 
metilação de DNA superiores[10, 20, 23, 46], a combinação deste genótipo com o 
genótipo TT vai limitar o efeito que o aumento do 5, 10-metileno-THF poderá ter  na 
quantidade de SAM, e consequentemente, na hipermetilação de promotores, inibindo-
os[10, 20]. Ou seja, provavelmente, a sobrexpressão do gene DHFR em homozigotia 
nem sempre pode ter benéfico pois em casos que o gene MTHFR também se 
apresente com um genótipo CC ou CT pode levar a uma hipermetilação, e 
consequentemente, à inibição de certos promotores de genes, como é o caso do Pdx1. 
A combinação TT del/del também foi significativamente superior nos controlos quando 
comparado com os diabéticos (3% para 0%), o que, apesar de ser um número pequeno 
vem também corroborar o acima descrito pois significa que os indivíduos controlo 
homozigóticos para a mutação do DHFR poderiam estar a beneficiar da homozigotia 
para o alelo mutado do polimorfismo C677T do MTHFR. Ou seja, apesar de terem uma 
maior biodisponibilidade de 5, 10-metileno-THF, este não era totalmente 
metabolizado porque o genótipo TT no MTHFR reduz a sua actividade enzimática em 
60%[10, 20]. 
11.5. Combinação gene MTHFR – gene DHFR 
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Como conclusão deste estudo, posso indicar que, provavelmente o aumento das 
concentrações de HCys não será a principal causa do desenvolvimento da DM do tipo 
II, mas apenas um epifenómeno resultante de vários factores em conjunto, como 
mutações genéticas, deficiências vitamínicas, estilos de vida e não uma condição 
específica de ser diabético. Poderá sim, constituir um factor de risco independente 
para o desenvolvimento de patologias vasculares quando associada à doença[1]. O 
facto de não se terem encontrado diferenças significativas no polimorfismo C677T do 
MTHFR entre controlos e diabéticos vem corroborar esta teoria, pois este constitui o 
determinante genético da concentração plasmática de HCys comum na população em 
geral[23, 48]. Para o polimorfismo 844ins68 do CβS, a frequência genotípica também 
foi muito semelhante para ambos os grupos o que me leva a concluir que não é um 
factor de susceptibilidade no desenvolvimento da DM do tipo II. As diferenças 
significativas observadas na combinação MTHFR – CβS (CT del/del ou TT del/del) em 
relação às outras combinações nos controlos, sugerem que estes “haplotipos” 
conferem protecção à DM do tipo II. No entanto, e como ainda não existe muita 
bibliografia nesta área, é difícil tirar conclusões plausíveis. Contudo, pode-se afirmar, 
que mais uma vez, há uma evidência que a presença do alelo T do C677T do MTHFR 
constitui um factor de protecção. 
O polimorfismo del 19 pb do gene DHFR também não teve diferenças com significado 
estatístico nas frequências dos genótipos entre diabéticos e controlos, por isso, pode-
se concluir que não constitui um factor de susceptibilidade para a DM do tipo II. No 
entanto, nas combinações de genótipos entre DHFR e MTHFR, obtiveram-se diferenças 
com significado estatístico para as combinações CC del/del, CT del/del e TT del/del. Os 
diabéticos apresentavam prevalência das duas primeiras combinações, o que poderá 
significar, que devido ao aumento de biodisponibilidade de 5, 10-metileno-THF e ao 
funcionamento normal (CC), ou quase normal (CT) do gene MTHFR, apresentariam 
níveis de metilação de DNA superiores. No caso dos controlos, o genótipo TT do 
MTHFR tem um efeito protector pois não metaboliza totalmente o 5, 10-metileno-THF 
disponível, e por isso não leva a fenómenos de hipermetilação. A combinação de 
11.6. Conclusão 
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genótipo TT no MTHFR e genótipo del/del no DHFR está protegida contra o 
aparecimento da DM do tipo II. As combinações de genótipos CC ou CT no gene 
MTHFR com del/del do gene DHFR constituem um factor de risco para o 
desenvolvimento da DM do tipo II. 
Uma das grandes limitações deste estudo foi não dispor dos valores das concentrações 
de HCys bem como as quantidades de vitaminas do grupo B dos indivíduos diabéticos e 
controlos. São factores condicionantes do metabolismo do folato/HCys, mesmo na 
presença dos polimorfismos estudados. Outra limitação poderá estar no n de 
indivíduos diabéticos estudados, apesar de ser um número relativamente significativo 
(138 diabéticos) penso que será relevante aumentar a amostra para conclusões mais 
exactas. Também seria pertinente fazer um estudo em diabéticos tipo II que 
correlaciona-se a presença do polimorfismo del 19 pb do DHFR e do C677T do MTHFR 
com hipermetilação do promotor do gene Pdx1, uma vez que é um mecanismo 
possível mas que para mim não foi exequível, pois para além de não dispor de tempo, 
também não era um dos pontos a que se propunha a minha tese. 
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